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O hipoclorito de Sódio (HS) é um desinfetante produzido a partir do cloro que possui propriedades 
oxidantes, e tem inúmeras aplicações, tais como desinfecção de água potável, limpeza doméstica, tratamento 
de efluentes industriais, branqueamento de polpa de celulose e têxteis, desinfecção hospitalar, lavagem de 
frutas e verduras, além da participação, como intermediário, na produção de químicos diversos. Quando em 
contato com a matéria orgânica presente nas águas residuais forma compostos organoclorados. Esse produto 
químico permanece no ecossistema podendo causar danos nos organismo aquáticos. Alguns estudos indicam 
que o HS pode ser um disruptor endócrino para organismos aquáticos; assim este trabalho visa estudar os 
efeitos do HS na histologia da tiroide e gónadas de peixe (D. rerio). Os peixes foram expostos a várias 
concentrações de HS por 14 dias. Após esse período, os animais foram transferidos para meio sem químico 
por mais 7 dias para avaliar a sua eventual recuperação. Foram utilizadas as técnicas de coloração de 
Cleveland-Wolf (CW) e de Hematoxilina e Eosina (HE). As lâminas foram analisadas em microscopia de 
luz; na tiroide foi avaliado a altura dos tirócitos e a área dos folículos; nos testículos avaliou-se a área do 
lúmen, o diâmetro do túbulo e altura da franja; e nos ovários foram quantificadas as células pertencentes aos 
vários estádios de maturação. 
 Não se observaram alterações de área das células da tiroide durante o período de estudo apesar de se 
ter verificado uma redução significativa  da altura das células no dia 21 nas concentrações mais elevadas (50 
e 500 µg/l HS). Não se observaram diferenças significativas ao nível das células das gónadas masculinas. As 
fêmeas apresentaram atraso nos estádios de desenvolvimento com o aumento da concentração de HS.  
Concluimos que o HS comporta-se como um disruptor endócrino causando efeitos na tiroide e 
gónadas de D. rerio, podendo comprometer vários processos fisiológicos incluindo o desenvolvimento e o 
sucesso reprodutivo da espécie. Mais pesquisas são necessárias para elucidar os diferentes mecanismos de 
ação do HS nas diversas glândulas e a relação entre os efeitos histológicos e efeitos a nível populacional. 
Este trabalho contribui para salientar a importância da regulamentação e restrição do uso de desinfectantes 
como o HS, que ao entrarem em contato com corpos de água sem tratamento prévio adequado, podem 






















The Sodium Hypochlorite (HS) is a disinfectant produced from chlorine, it has oxidant properties 
and has numerous applications, such as disinfection of drinking water, household cleaning, industrial 
wastewater treatment, pulp and textilesbleaching, hospital disinfection, washing fruits and vegetables, as 
well as participation as an intermediary in the production of various chemicals. When in contact with 
organic matter present in wastewater forms organochlorine compounds. This chemical remains in the 
ecosystem and may cause damage to aquatic organisms. Several studies indicatethat SH may act as an 
endocrine disruptor. Thus, in this study the effects of SHwere assessed in the thyroid and gonads of fish 
(D. rerio). Fish were exposed to SH at concentrations of 0, 5, 50, 500 µg / L for 14 days. After this period, 
the animals were transferred to clean medium for further 7 days and allowed to recover. At days 3, 7, 14 
and 21 organisms were sampled for gonads and thyroid histological analysis. The staining techniques of 
Cleveland-Wolf (CW) and hematoxylin and eosin (HE) were used. Light microscopy was used to 
measures several cell parameters: thyrocites (height and area), seminiferous tubules (area, diameter and 
height of the fringe) and maturation stages of ovarian cells. 
No significant changes in area of thyrocites were observed during the exposure period, although a 
reduction of cell height was recorded at the highest concentration (50 and 500 µg/l of HS) at day 21. 
There were no significant differences in male gonad cells. Females ovarian cell showed delay in 
developmental stages between treatments with increasing HS concentration. 
HS behaves as an endocrine disrupting compound, causing changes in thyroid structure and female 
gonads development of D. rerio, which can compromise several physiological processes including 
development and reproductive success. More research is needed to elucidate the modes of action of HS in 
the different glands, and the relation between histological and population leveleffects. This work 
highlights the importance of regulation and restrictions on the use of disinfectants, such as HS, especially 
when they enter aquatic systems without proper treatment, as they might cause strong deleterious effects 
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A toxicidade de substâncias químicas é referida desde os primórdios da humanidade. A 
Toxicologia teve um crescimento significativo depois da Segunda Guerra Mundial 
(1939-1945), pois ocorreu um aumento na produção de moléculas orgânicas e 
substâncias químicas de uso industrial (Colborn et al. 1993). Com o fim da guerra, o 
ocidente passou por um período de reconstrução, onde o desenvolvimento baseado no 
incentivo à produção era a prioridade, porém nessa época os efeitos prejudiciais desses 
novos compostos para a saúde humana, para os animais e para o próprio ambiente eram 
desconhecidos. Desde então, a utilização exagerada e sem critérios dessas novas 
substâncias vem comprometendo seriamente o meio ambiente (Reys 2001). 
De entre alguns exemplos podemos citar o uso inadequado de alguns pesticidas 
organocloradose a exposição de peixes a estrógenos com potenciais efeitos adversos 
sobre essas populações (Jobling et al. 1998; Rand et al. 1995). Na década de 60, a 
naturalista Rachel Carson com a publicação de seu famoso livro, “Silent Spring” 
(Primavera Silenciosa) alertava para os perigos do uso de pesticidas na agricultura, 
chamando a atenção para a insuficiência reprodutiva observada em aves e peixes e que 
provavelmente afetariam também a saúde humana (Daston et al. 2003; Markley et al. 
2003). 
  A partir daí, os efeitos tóxicos de substâncias têm sido mais estudados, principalmente 
em peixes (Bilsson et al. 1998). Foi criada posteriormente uma nova área de 
investigação a toxicologia ambiental, dedicada ao estudo das ações e dos efeitos nocivos 
de substâncias químicas nos organismos.Os produtos químicos de origem natural ou 
antropogénica, com a capacidade para interferirem nas instruções naturais hormonais 
para as células, que causam alterações na função fisiológica das hormonas do sistema 
endócrino de animais e humanos são chamados disruptores endócrinos (USEPA 2002).  
Pesticidas, nomeadamente compostos organoclorados, e alguns compostos naturais, são 
algumas moléculas de interesse que atuam como disruptores endócrinos. Estas 
substâncias podem alterar a formação e as funções dos tecidos e órgãos. Em inúmeros 
países, criaram-se grupos de trabalho pela proteção do meio ambiente, e.g. a Agência 
Ambiental Europeia (EEA) e a Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos 
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(USEPA), para implantarem programas de avaliação da qualidade da água e de 
alimentos, relativamente presença de pesticidas e outros compostos químicos com o 
potencial de afetar o sistema endócrino (USEPA 2002), o Programa Internacional em 
Segurança Química (IPCS –International Program on Chemical Safety) — cujo órgão 
executivo é a Organização Mundial de Saúde (OMS) —, a Organização para a 
Cooperação no Desenvolvimento e Economia (OCDE) e o Comité Científico para 
Toxicologia, Ecotoxicologia e Ambiente (SCTEE – Scientific Committee for Toxicity, 
Ecotoxicity and the Environment) da Comissão Europeia (Reys 2001). Desse modo, 
foram criados protocolos com o objetivo de analisar a função reprodutiva, avaliando-se 
aspectos como o de sobrevivência, comportamento durante o acasalamento, fecundação, 
fertilização, concentrações hormonais sexuais e morfologia das gónadas. 
São inúmeras as substâncias usadas mundialmente nas indústrias, e países como o 
Brasil, Estados Unidos e China apresentam elevada faturação proveniente da 
comercialização desses produtos (Fukushima and Azevedo 2010). Além disso, o  
impacto de diferentes tipos de efluentes provenientes de atividades humanas sobre 
várias espécies de peixes tem sido referida em várias regiões do mundo (Brambilla et al. 
1993; Vos 2000) contribuindo para o aumento de efeitos tóxicos nos seres vivos, e 
acarretando consequências para as próximas gerações.  
Um das substâncias utilizadas nas indústrias e principalmente em portos para a 
desinfeção de águas de tanques de navios e efluentes é o cloro. Cloro é o biocida mais 
utilizado em sistemas de água de refrigeração (EC 2000 ; Taylor 2006), no entanto, por 
causa da falta de legislação pode ser constantemente encontrado no ambiente em 
descargas para o meio aquático e tem sido considerado responsável por muitas mortes 
de peixes em ambientes marinhos e de água doce (Langford 1990). Recentemente, há 
uma maior preocupação com relação aos compostos clorados como os PCBs, porque 
existem evidências de que têm a capacidade de causar a disrupção endócrina em peixes. 
No caso do hipoclorito de sódio (HS), desinfetante derivado do cloro, existem apenas 
alguns estudos que indicam que esse composto causa hipotiroidismo em mamíferos, não 
existindo estudos conhecidos em peixes, com exceção de Bicho (2009). O impacto 
potencial do cloro descarregado por efluentes sobre a fisiologia de peixes locais ainda 
não está claramente entendido (Verma et al. 2007). É um composto pouco estudado e 
sem muitas informações não sendo considerado um disruptor endócrino, no entanto, 
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segundo Bicho (2009), existem evidências que mamíferos e peixes tratados com cloro 
apresentaram efeitos no funcionamento da tiroide. 
Neste estudo foi utilizado o D. rerio por ser um organismo de fácil adaptação em 
laboratório, por ter uma reprodução contínua e pela falta de informação dos efeitos do 
hipoclorito na tiroide e gónadas do D. rerio. Esta espécie tem sido utilizada como 
modelo experimental em vários estudos farmacológicos e toxicológicos, tendo-se 
verificado em numerosos estudos que os perfis de toxicidade são semelhantes aos dos 
mamíferos (Berghmans et al. 2008). 
As técnicas histológicas, onde os tecidos são submetidos a cortes finos, e colorações 
específicas, têm sido de grande importância para indicar possíveis disruptores 
endócrinos. 
O objetivo geral deste trabalho é avaliar se o HS atua comoum disruptor endócrino. 
Neste âmbito, D. rerio foi exposto a doses subletais do HS, tendo-se avaliado os efeitos 
na histologia da tiroidee gónadas de D. rerio utilizando o protocolo da Organização para 
a Cooperação e Desenvolvimento Económico – OCDE TG 204 para teste de toxicidade 
crónica para peixe com 14 de dias de exposição (Johnson et al. 2009).Os objetivos 
específicos deste trabalho serão: 
1. Avaliar os efeitos do HS na tiroide e gónadas ao longo do período de exposição 
(3, 7 e 14 dias) 
2. Avaliar se os efeitos detectados são reversíveis após um período de 7 dias de 







1.1. Cloro: breve revisão 
O cloro (Cl2, do grego  χλωρος= chlorós)é um elemento químico, símbolo Cl, está 
situado na série química dos halogénios, onde se encontram o flúor, o brómio, o iodo e 
o astato (Chang 1994). Encontra-se no estado gasoso, é mais pesado que o ar, com 
coloração amarela esverdeada e odor irritante. É abundante na natureza, em geral 
sobaforma de sal (NaOCl) de onde provém. Na sua forma líquida e sólida é um 
poderoso agente oxidante, branqueador e desinfectante, sendo muito utilizado pelo 
homem. Foi descoberto em 1774 pelo sueco Carl Wilhelm Scheele, que acreditou que 
podia tratar-se de um composto contendo oxigénio. Os processos anteriores às técnicas 
de eletrólise baseavam-se nesta reação direta de HCl com o ar ou oxigénio puro, 
produzindo água e cloro (Fernandes et al. 2009). A primeira utilização do cloro ocorreu 
em 1789, com o hipoclorito de potássio usado nas indústrias têxteis para o 
branqueamento de tecidos. Em 1810, o químico inglês Humphrey mostrou que a 
substância era um elemento químico, e deu-lhe o nome de cloro. Em 1823, o cloro 
começou a ser utilizado para a desinfecção dos hospitais (Winder 2001). 
Entre 1920 e 1940, o cloro aumentou a sua participação em muitos outros processos 
produtivos, com o início da produção de solventes clorados. Dos 70.000 produtos 
habitualmente utilizados no dia-a-dia, cerca de 10% contém cloro (Jenkins 2000; Kleijn 
and van der Voet 1998). O HS é um dos compostos que libertam cloro e tem ação 
conhecida como desinfectante de superfícies.  
De entre as aplicações de cloro destacam-se: tratamento de águas residuais, 
branqueamento da polpa de celulose e papel reciclado, agroquímicos, principalmente 
defensivos agrícolas, antissépticos, inseticidas, tintas, plásticos, medicamentos, têxteis, 
solventes, fabricação de detergentes e, por causa do seu alto poder bactericida, é 
largamente empregado no tratamento de água potável e piscinas. Também é utilizado 
como intermediário nas sínteses químicas e nos processos de obtenção de numerosos 
produtos químicos, tais como: anticoagulantes, poliuretanos, lubrificantes, amaciadores 
de tecidos, fluidos para freios, fibras de poliéster, consumos farmacêuticos, etc. 
Também tem aplicação como matéria-prima no processo produtivo de cloreto de 
hidrogénio (gás), precursor do ácido clorídrico (líquido a 37%), de dicloroetano, que é 
um produto intermediário da rota de fabricação da resina plástica policloreto de vinilo 
(PVC), e do HS. Outras áreas de aplicação são os sistemas de aquacultura, na prevenção 
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ou tratamento de contaminações, na química orgânica como agente oxidante e na 
produção de clorados, clorofórmio e tetracloreto de carbono (http://www.bndes.gov.br). 
1.1.1. Hipoclorito de Sódio (NaOCl) 
De entre as formas comerciais de cloro, uma das mais utilizadas é o HS um 
desinfetante, também conhecido como solução de Dankin. Tem fórmula molecular 
NaOCl, massa molar de 74,44g / mol e 100% solúvel em água, com um pH aproximado 
de 11 (http://www.inchem.org/documents/pims/chemical/pim495.htm). Segundo Block 
(2001), um desinfetante é um agente que liberta um agente químico, podendo ser físico, 
com a capacidade de destruir doenças ou outros microrganismos nocivos, mas não é 
suficiente para matar esporos bacterianos, e o seu modo de ação é iniciado quando o 
desinfetante entra em contato e penetra a membrana citoplasmática da célula alvo, e 
impede ou atua intracelularmente, matando ou inativando o organismo. O HS é uma 
solução aquosa alcalina que não ocorre naturalmente no ambiente e é obtido através da 
reação do Cloro gasoso (Cl2) com uma solução aquosa de hidróxido de sódio. Quando 
em solução aquosa, o HS dissocia-se dando origem a uma solução de hidróxido de 
sódio, ácido hipocloroso (HOCl) e o agente branqueador o ião hipoclorito (OCl-), sendo 











Figura 1 - Reação do cloro e hidróxido de sódio para produzir HS (adaptado de 
http://www.omegachem.com.au/docs/mega_handbook.pdf) 
HS é o desinfetante preferencial para esterilização de superfícies em hospitais, para 
limpar superfícies antes da fermentação de cerveja ou vinho, para lavagem de frutas e 
legumes, alvejante para uso doméstico, tratamento de água, nomeadamente cloração no 
abastecimento de água potável e em piscinas (Bulloch et al. 2012), como sabão, para 
branqueamento de celulose, como desinfetante também na indústria química e em 
odontologia, e para tratar águas residuais efluentes de indústrias (Fernandes et al. 2009). 
                   Cl2      +        2 NaOH                           NaOCl 
                 Cloro       Hidróxido de sódio                     HS 
 
          NaOCl        +           H2O                                   HOCl            +        Na(OH)  
             HS                         água                           ácido hipocloroso      Hidróxido de sódio 
 
                                     HOCl   H+                               OCl ‾ 
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A ação do HS deve-se essencialmente à libertação de cloro ativo, com capacidade de 
inibir a reação enzimática no interior da célula e produzindo desnaturação e inativação 
do ácido nucleico. 
Nos últimos anos foi feito um grande esforço para avaliar adequadamente a toxicidade 
das substâncias ativas com efeito desinfectante. Alguns estudos relatam os efeitos do 
HS em humanos (Hidalgo and Dominguez 2000). Há ainda estudos sobre os efeitos do 
cloro em peixes de água doce (López-Galindo et al. 2010; Sapone et al. 2007). A 
sensibilidade das espécies ao cloro varia muito, podendo o aumento da toxicidade ser 
devido a interações com outros fatores stressantes, nomeadamente a temperatura. A 
exposição a este agente induz diferentes respostas comportamentais, fisiológicas (Cooke 
and Schreer 2001), causando patologias nas brânquias, incluindo elevação epitelial, 
hipertrofia, hiperplasia, fusão lamelar e necrose em peixes. Os danos branquiais podem 
resultar em hipóxia e morte (Middaugh et al. 1977; Yonkos et al. 2000). A utilização na 
indústria deste desinfetante devido à sua elevadaeficiência e baixo custo tornam difícil o 
processo de regulamentação diante dos órgãos competentes por ser amplamente 
utilizado. 
1.1.2. Impacto ambiental 
São inúmeros os impactos ambientais associados ao uso do cloro e seus derivados: 
depleção do ozônio, aquecimento global, toxicidade para o Homem e para os 
ecossistemas, acidificação, formação de gases poluentes, maus odores e produção de 
desperdícios sólidos (Bicho 2009). Compostos organoclorados provenientes de fontes 
industriais e domésticas em sistemas de esgotos, rios, ou lagos, mesmo quando 
liberados em baixas concentrações, podem causar efeitos adversos e impacto 
substanciais para os ambientes marinhos e costeiros (Moore et al. 2004). O cloro 
interfere nos sistemas ecológicos e altera os mecanismos biológicos e bioquímicos 
sendo uma substância tóxica para peixes, podendo ter até efeitos mais drásticos 
nomeadamente desenvolvimento ou atrofia das gónadas (Owens 1991), maturação 
sexual irregular com comprometimento da reprodução (Jenkins 2000) e alterações 
morfológicas em células sanguíneas (Soares 2000). 
O cloro residual pode atacar qualquer material que venha a ser carregado pela água 
durante seu percurso. O cloro residual pode estar presente sob duas formas: a primeira 
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devido à formação do ácido hipocloroso ou Iona hipocloroso com ação bastante rápida e 
a segunda sob a forma da cloraminas com ação lenta. 
A diretiva para peixes de água doce (CEC, 1978) afirma que o cloro residual (HOCl) 
não deve exceder 0,005 mg/l . Nos países desenvolvidos a nível global a concentração 
recomendada é de 1 mg/l nas principais fontes de exposição direta ao cloro 
(hipocloritos), que nos seres humanos passam pelo consumo de água potável e 
utilização de piscinas. Segundo as regras da Comunidade Europeia não existe um valor 
limite para o cloro nas águas de consumo humano, sobre este assunto apenas é referido 
que as concentrações utilizadas devem ser as menores possíveis e que não prejudiquem 
as populações humanas. Em Portugal o decreto de lei (Decreto - Lei nº 306/2007 de 27 
de Agosto) refere apenas um valor mínimo recomendado de 0,2 mg/l  e um valor 
máximo recomendado de 0,6 mg/l  de cloro residual para as águas de consumo humano, 
no entanto são apenas valores recomendados, não são obrigatórios por lei. E nas 
piscinas públicas, por lei o valor mínimo é de 0,5 mg/L e o valor máximo é de 2 mg/L 
de cloro residual (Decreto de lei nº 121/02 de 3 de Maio). A Comissão europeia 
publicou um documento de trabalho sobre a implementação da estratégia comunitária 
para disruptores endócrinos para uma série de substâncias suspeitas de interferir com os 
sistemas hormonais dos seres humanos e dos animais selvagens, o HS não está incluído, 
mas vem sendo descrito em estudos como causador de disrupção (EC 2000 ). 
A sensibilidadeàs questões ambientais tem aumentado na sociedade, e em muitas áreas 
da indústria. Há uma preocupação crescente em relação à utilização do HS para 
desinfecção devido aos efeitos nefastos observados nos organismos aquáticos (Kostamo 
et al. 2004). Os efeitos potenciais desse desinfetante nas gónadas e desenvolvimento da 
tiroide em D. rerio ainda são pouco conhecidos daí a importância de estudar esse 
composto, havendo alguns trabalhos recentes que comprovam efeitos do HS na tiroide, 
sendo contudo insuficientes. 
1.2. Sistema Endócrino 
O sistema endócrino surgiu durante a evolução dos metazoários a partir da 
especialização de células, que em conjunto formaram os tecidos e deram origem ao 
sistema nervoso e endócrino (Junqueira and Carneiro 2004). O sistema endócrino é 
composto por glândulas que tem a função de produção e secreção de hormonas em que 
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essas são conduzidas pelo sangue, e são importantes na regulação das funções de 
determinados órgãos e tecidos, no entanto quando os órgãos e tecidos apresentam 
sensibilidade a esta hormona, estes passam a ser os alvos principais. Em humanos o 
sistema endócrino é composto por glândula pineal, glândula pituitária, glândula tiroide, 
glândula paratiroide e glândula adrenal. Nos peixes é formado pelo hipotálamo, 
glândula pituitária e hipófise, e pela glândula tiroide (Strete 1995). 
1.2.1. Glândula Tiroide 
A tiroide é uma glândula endócrina, que em todos os vertebrados se desenvolve na 
porção média ventral do epitélio da faringe e ocorre primariamente durante a fase 
embrionária (Takashima and Hibiya 1995) em humanos, mamíferos, carnívoros, 
pequenos ruminantes e teleósteos (Grau and Walter 1975) encontrando-se rodeada por 
tecido conjuntivo; é uma glândula secretora de hormonas tiroideas: a tiroxina envolvida 
na regulação da taxa metabólica basal e a calcitonina responsável pela homeostase do 
cálcio (Stevens and James 1997). Em humanos e outros mamíferos, a glândula tiroide é 
composta por dois tipos de células com atividade endócrina: os tirócitos que tem por 
função segregar as hormonas da tiroide e as células que se encontram entre os folículos, 
denominadas de células C ou células parafoliculares, que segregam a calcitonina (Bicho 
2009). A glândula tiroide de muitos teleósteos é constituída por epitélio cubóide com 
espaços limitados cheios de uma substância chamada colóide, essa disposição celular, 
que separa o coloide, dar-se-á o nome de folículos da tiroide e, estes são responsáveis 
pelo armazenamento dessas hormonas (Takashima and Hibiya 1995). Nos mamíferos 
essa glândula apresenta-se protegida por uma cápsula; uma das características 
anatómicas nos peixes é que essa glândula não está encapsulada. Nalgumas espécies de 
teleósteos, ao contrário de outros vertebrados, essa glândula evoluiu para um órgão 
compacto, o que não ocorre com o D. rerio (Takashima and Hibiya 1995). Esses 
folículos também podem ser encontrados em outros órgãos tais como: rim, baço e 
coração, e são denominados como tecido ectópico (Leatherland and Ferguson 1997; 
Ramos and Peleteiro 2001), possuindo vários tamanhos e apresentando colóide no 
lúmen. Os folículos em D. rerio, estão distribuídos ao longo da aorta ventral (Figura 2), 
adjacentes à subfarínge onde apresentam maior atividade (Menke et al. 2011). Em D. 
rerio, o primeiro folículo da tiroide é diferenciado 55 h pós-fecundação e a tiroxina (T4) 
começa a ser produzida cerca de 72 h pós-fertilização. O primeiro folículo corresponde 
ao folículo anterior no adulto. 
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Figura 2 - Anatomia normal e histologia do folículo da tiroide no D. rerio, aorta ventral (c), 
folículos (f) (segundo Menke, 2011). 
Os folículos captam o iodo e os aminoácidos do sangue para produzir as hormonas 
tiroideas (HT), triiodotironina (T3) composta por três moléculas de iodo e a tiroxina 
(T4) composta por quatro moléculas de iodo. A forma biologicamente ativa da hormona 
é a T3 que é obtida pela conversão do T4 no tecido periférico, pela remoção enzimática 
de uma molécula de iodo (Eales and Brown 1993) tornando-se assim funcional e mais 
potente nos teleósteos. Segundo Eales and Brown (1993) o modo de ação ainda não foi 
completamente entendido, ainda que muitos efeitos tenham sido atribuídos às HT. 
1.2.2. Eixo Hipotálamo – Pituitária – Tiroide 
Os processos iniciais de diferenciação de sistemas e órgãos nos peixes (Eales and 
Brown 1993; Ganeco 2007) dependem da ação de hormonas tais como: hormonas da 
tiroide (HT) e cortisol. O bom funcionamento da tiroide é importante no crescimento e 
desenvolvimento dos mesmos, pois uma “interrupção das HT,T3 e T4, pode resultar na 
aptidão reprodutiva reduzida, alterando o comportamento ou os caminhos fisiológicos” 
(Chan and Chan 2012). É possível avaliar o bom funcionamento da tiroide através do 
trabalho coordenado do eixo Hipotálamo – Pituitária – Tiroide (HPT), dos processos 
que estimulam o funcionamento desse eixo, e pelas hormonas por ele segregadas. 
O hipotálamo tem por função a produção de tirotropina (TRH) e controla a quantidade 
de hormonas da tiroide em circulação no sangue. A glândula pituitária (hipófise), que 
está sob influência de células especializadas no cérebro quando estimulada secreta 
(TRH), induz a secreção das hormonas T3 e T4 e a produção de hormona estimulado 
pela tiroide (TSH). A TSH controla a síntese das HT que ocorre nos folículos 
tiroidianos, sendo importante na função durante o desenvolvimento larval, onde 
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aparentemente está envolvido no processo de evolução e diferenciação de tecidos 
(Ganeco 2007; García- Ayala et al. 2003). 
A função da glândula pituitária é a síntese, armazenamento, liberação e controlo 
relacionadas com diferentes funções tais como reprodução, desenvolvimento, 
crescimento, osmorregulação e metabolismo (Bicho 2009). Se os níveis de T3 e T4 
estiverem baixos o hipotálamo liberta TRH estimulando a libertação de TSH pela 
hipófise (Bicho 2009). Deste modo, a TSH gera a produção de hormonas pela glândula 
tiroide de maneira a estabilizar e repor as quantidades normais para o organismo, porque 
o iodo circulante fica retido para ser liberado aos tecidos periféricos na forma de HT se 
for necessário. Assim quando ocorre o oposto, isto é, quando as quantidades de HT em 
circulação no sangue estão acima dos valores normais, o hipotálamo e a hipófise 
diminuem a libertação de TRH e TSH, induzindo uma menor produção de T3 e T4. 
Então, quando um organismo tem os níveis de HT elevados no sangue, esta apresenta 
grande atividade, diz-se que sofre hipertiroidismo; em oposição, a quantidade de 
hormonas abaixo dos valores normais e pouca atividade da tiroide denominam-se por 









Figura 3 - Funcionamento do Eixo Hipotálamo-Pituitária-Tiroide. 
Existem ainda estudos para anfíbios e peixes, que indicam que a secreção de TSH pode 
ser estimulada por corticotropina sendo o seu fator principal de liberação. (Chan and 
Chan 2012; De Groef et al. 2006). O iodeto de sódio (IS) também está envolvido na 










canismo de retroalimentação (fe dback) 
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plasmática que transporta ativamente o iodeto mediador nas células foliculares da 
tiroide (Dohán et al. 2003). 
Devido á importância da TSH no desenvolvimento normal e das funções fisiológicas 
nos vertebrados, é fundamental reconhecer os compostos capazes de contaminar o 
ambiente e que venham a comprometer a função da tiroide ou sinalização, e avaliar o 
seu risco sobre a fauna e os seres humanos (Brucker-Davis 1998). 
1.2.3. Hormonas Tiroideas 
As hormonas tiroideas (HT) são importante na regulação do crescimento, 
desenvolvimento e diferenciação de tecidos e órgãos dos peixes, sem elas os mesmos 
estão impossibilitados de crescer e atingir a forma adulta (Klaren et al. 2008). As HT 
são sintetizadas nos folículos da tiroide, por uma camada de células epiteliais que 
encerram um espaço cheio de colóide. A T4 é a hormona presente nos folículos e é 
predominantemente secretada, tem poucas ações diretas e é considerada como uma 
precursora para T3 forma biologicamente ativa da hormona (Hadley 2000; Klaren et al. 
2008). A T3 é obtida pela conversão de T4 no tecido periférico, com a remoção 
enzimática de uma unidade de iodo (Eales and Brown 1993) este já captado da corrente 
sanguínea. 
 A primeira etapa para a formação das HT (Figura 4) inclui a acumulação seletiva de 
iodo, com o transporte do iodeto para o interior, destas hormonas (Miot et al. 2010). A 
T4 contém quatro átomos de iodeto, a T3 é semelhante à T4, mas contém menos um 
átomo de iodeto por molécula. A glândula tiroide necessita de um mecanismo para 
acumular iodeto a partir do plasma, isso depende se ela está em repouso ou é estimulada 
(Bürgi 2010). Uma glicoproteína especial chamada de simporte de iodeto e sódio Na+/I- 
(NIS, sodium-iodidesymporter) que está situada na membrana basal das células dos 




Figura 4 - A imagem representa as etapas da síntese das hormonas da tiroide (segundo 
www.uta.edu/biology). 
O simporte utiliza dois catiões de sódio e um anião de iodeto na superfície da membrana 
da célula basal, com impulsos eletroquímicos do gradiente de Na+, realiza assim o 
transporte do exterior para o interior da célula (Bürgi 2010; Eskandari et al. 1997). A 
segunda etapa é a oxidação de iodeto, (I ˉ) a uma forma de iodo (I2) que combina com o 
aminoácido tirosina, a oxidação é mediada por uma enzima peroxidase, que oxida o 
iodeto. O (I2) liga-se diretamente aos anéis fenólicos dos resíduos do aminoácido 
tirosina nas moléculas da Tg (Santos 2009). Essa reação é catalisada pela peroxidase e 
deste modo forma-se a monoiodotirosina (MIT) e em seguida a diiodotirosina (DIT) que 
são precursoras das HTs (Raldúa et al. 2012). 
Ainda ocorrem duas reações de agrupamento entre MID e DIT, duas moléculas de DIT 
se combinam para formar T4 e uma molécula de DIT combina-se com uma molécula de 
MIT para formar T3. Depois de terminada a síntese das HT, essas hormonas vão ser 
libertadas na corrente sanguínea e para se libertarem a T4 é convertida em T3 pela ação 
das enzimas iodotironinas desiodinases (ID), que removem uma unidade de iodeto do 
anel exterior que contém o grupo hidróxido (“outerring”, ORD) da T4 (Power et al. 
2001). Essas hormonas continuam ligadas à Tg, e libertam-se quando ocorre a 
reabsorção de colóide pela célula, através de um mecanismo de endocitose. Influenciada 
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pela TSH, pequenas gotas de coloide, contendo Tg e TH, são formadas na superfície da 
célula folicular (tirócitos) e são absorvidas do lúmen para dentro das células foliculares. 
Após a entrada fundem-se com os lisossomas, formando os fagolisossomas. As ligações 
peptídeas entre os aminoácidos iodizados e a Tg são cortadas por enzimas proteolíticas 
libertando a T3 e T4 para a circulação. MIT e DIT permanecem na célula folicular e são 
desiodetadas pela enzima tiroide desiodinase. O iodeto produzido nesta etapa é 
reciclado para o reservatório intracelular. As moléculas de tirosina são incorporadas na 
síntese de nova Tg, T3 e T4 são clivadas da Tg e libertadas no sangue (Miot et al. 2010; 
Power et al. 2000). 
Nos peixes, as lipoproteínas plasmáticas são de extrema importância no transporte de 
TH. O restante da T3, que não foi secretada é auxiliada por ID, a ORD produz a 
desiodinação da forma mais ativa das hormonas, T3, que tem afinidade alta com 
receptores intracelulares, enquanto a retirada de uma molécula de iodo da T4 ligada ao 
grupo L- alanina (“innterringdeiodination, IRD), forma a T3 reversa (rT3) que é uma 
molécula inativa (Bianco et al. 2002), a IRD da T3 produz a diiodotironina (T2). Tanto 
T3 quanto T2 são consideradas inativas 3,3'-T2. Representado na Figura 5. A T4 e T3 
não ligadas a proteínas transportadoras denominam-se por T4 e T3 livres, 
respectivamente. A principal via para a inativação de TH é a desiodinação, que ocorre 
principalmente no fígado, rim, cérebro, e músculo. As ID também atuam como enzimas 
de inativação, sempre que os valores das mesmas na atividade biológica necessitem de 
ser controlados, embora a desaminação oxidativa e descarboxilação também possa atuar 
nesse processo, desempenhando a sua função. Desta maneira, a desiodinização controla 
os níveis destas hormonas, assim como a sua atividade biológica (Eales and Brown 
1993; Power et al. 2001). 
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Figura 5 - Estruturas moleculares das hormonas da tiroide (segundowww.uta.edu/biology). 
Parece haver semelhanças nos componentes do HPT nos vertebrados quanto às 
proteínas de ligação das HT, TSH, T4 e T3, desiodinases e receptores nucleares.(Power 
et al. 2001). Existem estudos que confirmam a existência destes receptores nos peixes: 
D. rerio (Liu et al. 2008). Segundo Eales (2006), apesar dos estudos acerca dos HT, não 
é possível fazer afirmações porque o seu modo de ação a nível molecular ainda não foi 
completamente entendido. Acredita-se que eles agem sobre a síntese proteica e 
posteriormente desencadeiam todas as ações. 
Nos vertebrados, as HT circulam no plasma ligado às proteínas de ligação, que incluem 
a albumina, a transtirretina (TTR) e a globulina (Tg) de ligação à tiroxina (Power et al. 
2001). A ação das HT é mediada pela ligação com os receptores nucleares que atuam 
diretamente nos genes-alvo, ligando-se a sequências específicas de ADN para aumentar 
ou diminuir a expressão gênica e trazer a resposta celular aos HT (Ganeco 2007). A T4 
é convertida em T3 e a afinidade da ligação a esses receptores depende da hormona, a 
T3 é a que melhor se adapta e como as hormonas da tiroide são lipofílicas e atravessam 
as membranas das células facilmente (Abe et al. 2002; Bicho 2009), adentra o núcleo e 
liga-se a um receptor nuclear regulador da tiroide no ADN, estimula a transcrição do 
ADN, e assim são formados em grande quantidade RNAs mensageiros, que logo após a 
tradução nos ribossomas citoplasmáticos, sintetizarão uma variedade de novos tipos de 
proteínas, é por isso que a T3 é biologicamente mais ativa (Figura 5). 
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1.2.4. Eixo Hipotálamo-Hipófise-Gónadas 
A ativação de sensores específicos em teleósteos começa com as informações advindas 
por mudanças por fotoperíodo, temperatura ou odores específicos, na retina ou 
quimiorreceptores do epitélio volatório. O eixo Hipotálamo – Hipófise – Gonadal 
(HHG) é regulado pelo sistema endócrino, que é responsável pela síntese e a libertação 
de hormonas na corrente sanguínea dos peixes. Controla seu ciclo reprodutivo desde a 
gametogênese, ao comportamento de desova, enquanto o SNC recebe e emite os sinais 
para o cérebro, advindos do meio ambiente (Baldisserotto 2002).  
Um dos componentes mais complexos do sistema endócrino é o sistema hipotálamo-
hipófise que está localizado na base do cérebro, controla a maioria das glândulas 
endócrinas, e possui duas hormonas responsáveis pelo controlo do ciclo reprodutivo nos 
peixes: Hormonas gonadotrópicas I (GTH I) e hormona gonadotrópica II (GTH II), 
ambas denominadas de gonadotropinas (GnRH) e a dopamina. A GTH I é semelhante à 
hormona estimulante (FSH) situada na tiroide e é responsável pelo crescimento da 
gónada. A gametogênese, a entrada de vitelogenina no ovócito e a GTH II são 
importantes para a maturação final dos ovócitos e desova, além das hormonas esteróides 
gonadais que atuam na diferenciação e manutenção dos tecidos somáticos (ductos 
gonadais). Na gametogênese, estimulam as características sexuais secundárias e o 
comportamento reprodutivo semelhante à hormona luteinizante (LH) em mamíferos 
(Santos 2004). As GnRH estimulam a liberação das gonadotrofinas pela hipófise, 
enquanto que a dopamina inibe a libertação dessas gonadotrofinas, inibindo o efeito 
estimulante das GnRH. Ocorre um aumento considerável do GTH II na corrente 
sanguínea, estimulado pela hormona libertadora de (GnRH). E deste modo ocorre a 
estimulação, maturação gonadal, síntese e liberação de hormonas, indutoras da 
maturação final e ovulação.  
As células germinativas dos testículos de teleósteos atuam em diferentes estágios de 
desenvolvimento. As células de Sertoli são fundamentais para a realização da 
espermatogénese e espermiogênese, pois são células responsáveis pela sustentação e 
nutrição das células germinativas e as células de Leydig tem a função de produção de 
esteroides para a espermatogénese.  
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A GtH II age nos testículos dos teleósteos, aumentando a atividade da enzima 20β-HSD 
(20 β-hidroxisteroidedesidrogenase), que atua na conversão do colesterol em 17αOH-P. 
A testosterona tem como precursora a 17αOH-P, então um aumento na produção 
aumenta a formação da testosterona através da atuação da enzima C17-20liase. O 
aumento na síntese de 17αOH-P e da testosterona leva ambas as substâncias a se 
difundirem para fora do tecido testicular. Quando atingem as células espermáticas, a 
17αOH-P funciona como substrato para a formação de 17α20β-P. A 17α20β-P é 
secretada nas células espermáticas e inibe a enzima C17-20liase no tecido testicular, de 
maneira que a 17αOH-P já não seja utilizada na produção da testosterona. Deste modo, 
aumenta a difusão dessa substância para as células espermáticas, aumentando ainda 
mais a produção 17α20β-P e reduz a produção de testosterona (Baldisserotto 2002).  
Inicialmente, há um aumento dos níveis de testosterona para promover a maturação das 
gónadas e, no final do processo, um aumento de 17α20β-P, mais ligado à fase final da 
reprodução. A 17α20β-P é produzida nas células espermáticas, principalmente próximo 
da época da espermiação (Figura 5) (Baldisserotto 2002). 
A GTH II nas fêmeas, estimula a produção da substância indutora da maturação de 
ovócitos, a 17α20β-P (17α-20β-dihidroxi-4-pregnen-3-ona), nas células dos folículos 
ováricos, por meio de um processo dividido em duas etapas: a primeira, a síntese da 
17αOH-P é estimulada pela GTH II a partir do colesterol nas células da teca. Na 
segunda sob influência da GtH II, a 17αOH-P é convertida nas células da granulosa em 
17α20β-P. Uma parte da 17αOH-P produzida nas células da teca é convertida em 
testosterona, a qual se difunde para as células da granulosa, e através da ação da enzima 
aromatase, é transformada em estradiol. Assim, no começo da liberação da GtH II, tanto 
a 17α20β-P como o estradiol são formados e secretados nas células da granulosa. Parte 
de 17α20β-P formada difunde-se para as células da teca e, assim como nos testículos, 
inibe a enzima C17-20liase, reduzindo a produção de testosterona e aumentando a 
quantidade de 17αOH-P disponível para a formação da 17α20β-P. Resultando no 
aumento da produção da 17α20β-P e uma diminuição do estradiol produzido nas células 
da granulosa (Redding and Patiño 1993). 
Além das hormonas libertadas pelas gónadas há outras que podem participar da 
reprodução, nomeadamente as hormonas tiroidianas. Deste modo, a energia disponível 
no peixe seria para o crescimento das gónadas e não para o crescimento corporal. 
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Contudo, em algumas espécies, as hormonas tiroidianas aumentam novamente no final 
da vitelogénese, na maturação gonadal e na desova, indicando que as reservas corporais 
são suficientes para a conclusão da maturação gonadal. A hormona de crescimento 
(GH) e a somatolactina, ambos libertados na hipófise, estimulam a libertação de 
esteróides nos testículos e ovários, mas têm uma potência menor do que as GtH I e II 
(Baldisserotto 2002). Esse processo reprodutivo está representado na Figura 6: 
 
Figura 6 - Etapas envolvidas no processo reprodutivo de teleósteos, propostas por Redding e 
Patiño (1993), modificada por Sato(1999). 
1.3. Espécie modelo utilizadano estudo 
Danio rerio (peixe zebra ou paulistinha) é um peixe tropical de água doce, é nativo do 
sul da Ásia pertence à família Cyprinidae, ordem Cypriniforme, e têm em média de 4 a 
5 centímetros. Alcançam maturidade sexual em cerca de três a quatro meses, que 
representa uma vantagem para estudos de toxidade crónica, incluindo a facilidade com 
que pode ser reproduzido. Os embriões de D. rerio são populares em todo o mundo 
como sinônimo para o entendimento não apenas dos peixes, mas de todos os 
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vertebrados, incluindo o ser humano. D. rerio é considerado uma das espécies mais 
promissoras para avaliação em estudos toxicológicos com o uso de substâncias que 
possivelmente poderão ser consideradas como disruptores endócrinos (Dammski et al. 
2011). O uso e controle dessa espécie é documentado durante anos e mais frequente 
entre europeus (Segner 2009). 
O sucesso na reprodução dá-se através da separação de duas fêmeas para um macho. O 
acasalamento acontece quando o casal nada emparelhado, de um lado para o outro do 
aquário. A fêmea liberta os ovos que são fecundados pelo sêmen do macho e, por serem 
mais densos que a água, depositam-se no fundo do aquário, com uma proteção que 
impede o acesso dos peixes adultos (Spence et al. 2008). 
Os machos são finos lateralmente e tem corpo fusiforme, dourados no abdômen, e 
apresenta uma linha incompleta lateral, com nadadeiras ventrais, pélvicas e de cinco a 
sete listras azuis escuras longitudinais situadas por trás do opérculo na nadadeira caudal, 
as fêmeas são maiores e podem ou não apresentar regiões douradas, a presença dessas 
listras ao logo do corpo deste organismo que deram o nome a esta espécie (Spence et al. 
2008). 
Convém lembrar o uso de D. rerio para determinar os efeitos tóxicos de produtos 
químicos na reprodução (Segner 2009) que será também base do presente trabalho, com 
a utilização do HS para avaliar os efeitos tóxicos no D. rerio.  
 
Figura 7 - Casal de D. rerio, macho (esquerda) notavelmente mais esguio que a fêmea 
(direita). Foto: “scienceofsewing.blogspot.com”. 
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Semelhante a outros vertebrados, os peixes têm uma reprodução sexuada, a fertilização 
é externa e ocorre em meio aquático. A reprodução nos teleósteos é complexa, no 
entanto, a morfologia das células germinativas e os elementos somáticos constituintes 
do tecido da gônada são semelhantes nas várias espécies. Todas essas estruturas 
desenvolvem-se no sentido de produzir gametas férteis (ovócitos e esperma) necessários 
para a reprodução. O desenvolvimento das células germinativas, femininas e masculinas 
denomina-se gametogênese e decorre de processos meióticos, que se designam, 
respectivamente, por ovogénese e espermatogénese.  
Os indivíduos de D. rerio nadam em conjunto, libertando os gâmetas na água. Os 
machos emitem o esperma que deve ser imediatamente seguido da liberação dos 
ovócitos pelas fêmeas, pois estes se tornam inviáveis rapidamente no contato com a 
água. No ovócito, encontram-se as informações genéticas e as reservas metabólicas 
necessárias para o desenvolvimento embrionário e posteriormente a sobrevivência da 
larva até a sua fase de vida livre. 
1.3.1. Caracterização das gónadas masculinas 
Os testículos do D. rerio são órgãos pares laterais, localizados na cavidade celómica e 
sustentados dorsalmente pelo mesórquio, revestido pela túnica albugínea, constituído de 
tecido conjuntivo, fibras elásticas, nervos e vasos, o qual emite septos para o interior do 
órgão. São preenchidos por túbulos seminíferos, constituídos de cistos, apresentam uma 
porção central e contínua que se comunicam com o ducto espermático, os 
espermatozóides maduros são conduzidos para o orifício genital por dois ductos 
diferentes que se fundem caudalmente (Figura 8). Em contraste com a espermatogénese 
de mamíferos, uma dada célula de Sertoli está em contato com apenas um clone de 
células germinativas cistos de células germinativas diferentes podem ser observadas 
durante o processo de espermatogénese (Menke et al. 2011). 
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Figura 8 -Histologia normal do testículo de D. rerio. (a) células de Sertoli; (b) células de 
Leydig; (c) espermatogónia tipo l; (d) espermatogónia tipo II; (e) espermatócito; (f) 
espermatócito na primeira divisão meiótica; (g) espermátide madura; (h) testículos. 
A forma, o volume, a coloração e a irrigação sanguínea varia nos diferentes estádios do 
ciclo reprodutivo. A espermatogénese ocorre em cistos que são formados quando uma 
única espermatogónia é completamente rodeada pelo citoplasma projeções de uma ou 
duas células de Sertoli. Durante a espermatogénese, as células germinais primordiais 
(espermatogónias) sofrem mitoses, originando os espermatócitos, os quais se dividem 
meioticamente, dão origem às espermátides, que ao sofrer transformações, darão origem 
às células reprodutoras masculinas (Tabela I): os espermatozoides (Menke et al. 2011). 
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Tabela I- Descrição das fases da espermatogénese das células de D. rerio macho (segundo 
Johnson et al. 2009). 
Fases Descrição 
Células de Sertoli 
 
Células de núcleos alongados, nucléolos evidentes e citoplasmas indistinto, 
estão normalmente presente em pouca quantidade em comparação com as 
células germinais, podem assemelhar-se com as espermatogónias, e em 
alguns casos, pode estar hipertróficas (alargada, inchada) 
Células de Leydig 
 
Tem núcleo denso, escuro ou ovais e quantidades moderadas e evidentes 
de citoplasma, pouco vacuolizado. Apresentam-se como células 
individuais ou pequenos agregados, no interstício intralobular, em 
comparação com as células germinais, podem ainda assemelhar-se aos 
espermatócitos; 
Espermatogónia (l) A maior das células espermatogénicas, núcleos proeminentes, membranas 
nucleares distintas, grânulos citoplasmáticos per nucleares, quantidades 
moderadas de citoplasma; 
Espermatogónia (ll) Estão geralmente presente em aglomerados maiores (>4). É necessária uma 
classificação para essas células antes de rotulá-las como “células claras” ou 
“células de luz”; 
Espermatócito Deriva das espermatogónias, têm núcleo evidente em uma das três fases da 
meiose: paquíteno, leptóteno ou zigóteno. Os espermatócitos primários são 
maiores que os secundários, e os últimos são derivados dos primários após 
a primeira divisão meiótica, em geral são as células espermatogénicas mais 
abundantes, contribuindo com um maior número de espermatocistos; 
Espermátide Deriva dos espermatócitos após a segunda divisão meiótica, possuem 
núcleo denso e citoplasma eosinófilo, são as menores células dentro do 
epitélio germinal, e perdem seu citoplasma durante a espermiogénese; 
Espermatozoides 
 
São células com núcleo escuro, redondo e citoplasmas e cauda pouco 
aparente em seções histológicas. São as menores células da 
espermatogénese e encontram-se espalhadas como células individuais no 
lúmen tubular; 
Espermatocistos É a unidade funcional do testículo, consiste num grupo funcional de células 
espermatogénicas, que são rodeadas pelos braços citoplasmáticos de uma 
célula de Sertoli. São mantidas por anexos intercelulares, até a maturação 
final e libertação dos espermatozoidesocorrer. 
 
1.3.2. - Caracterização das gónadas femininas 
Os ovários de D. rerio (Figura 9), são estruturas alongadas, que se encontram 
emparelhadas.São revestidos pela túnica albugínea, constituída de tecido conjuntivo, 
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fibras musculares lisas e vasos sanguíneos, a túnica emite septos em direção para o 
interior do órgão formando lamelas ovulígeras, na quais se encontram os folículos 
ováricos. Os ovários direito e esquerdo unem-se na extremidade caudal para formar o 
ducto ovárico, que se comunica com a papila urogenital. O exame histológico dos 
tecidos do ovário revela ovos em diferentes estádios de desenvolvimento (Menke et al. 
2011).
 
Figura 9 - Histologia normal ovário do D. rerio. (a) oogónia; (b) folículo pré-vitelogénico; (c) 
folículo vitelo génico; (d) folículo pré-ovulatório; (e) ovário. 
Os folículos ováricos compreendem o ovócito, as células foliculares e a membrana 
vitelina. A ovogénese, em teleósteos, inicia-se com a proliferação e diferenciação de 
ovogónias através de processos mitóticos. Essas células germinativas primordiais 
podem apresentar-se em ninhos ou isoladamente. Caracterizam-se por apresentar 
citoplasma escasso, núcleo grande com nucléolo proeminente e originam ovócitos 
jovens, pré-vitelogénicos e vitelogénicos. Os folículos ováricos desenvolvem-se por 
processos meióticos até o completo desenvolvimento. Os folículos pós-ovulatórios são 
estruturas remanescentes nos ovários pós-ovulação, tendo a parede constituída por 
células foliculares e tecido conjuntivo (Menke et al. 2011). 
Durante o processo de maturação do folículo ovárico, podem-se observar mudanças na 
sua morfologia, que caracteriza as cinco fases distintas no seu desenvolvimento, 
descritas na Tabela II. 
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Tabela II - Descrição das fases ovogênese para fêmeas D. rerio (segundo Johnson et al. 2009). 
Fases  Descrição 
Ovogónia Células pequenas, em ninhos; o citoplasma é reduzido; o núcleo é grande com 
nucléolo único, basófilo e central; 
Cromatina do 
ovócito 
São ligeiramente maiores do que ovogónia, é rodeado por células resultante a 
partir do ninho germinal como um folículo primordial. O ovócito apresenta um 
tamanho maior, o citoplasma se torna mais volumoso, é ligeiramente mais 
denso e finamente granulado, mas ainda reduzido em relação ao núcleo, que 
começa a sofrer fragmentação. 
Ovócitos 
perinucleolares 
Surgem vesículas citoplasmáticas na periferia do ovócito (sem afinidade por 
HE) e a membrana vitelina (envolvendo o ovócito). O citoplasma é mais 
volumoso e menos basófilo. Os nucléolos aparecem na periferia do núcleo. As 




Caracterizado pela presença de dois tipos de inclusões citoplasmáticas no 
ovócito: as vesículas citoplasmáticas e os grânulos de vitelo; a membrana 
vitelina sofre um espessamento, com estriações transversais evidentes. o córion 




O ovócito sofre um aumento de volume; o citoplasma apresenta-se repleto de 
grânulos de vitelo acidófilos; o núcleo apresenta o seu contorno irregular 
contendo diversos nucléolos basófilos na periferia; a membrana vitelina 
permanece inalterada. 
 
2. Material e Métodos 
2.1. Organismos teste 
Os peixes zebra foram obtidos a partir de uma cultura estabelecida no Departamento de 
Biologia, Universidade de Aveiro. Foram mantidos em água filtrada por carbono. A 
temperatura da água manteve-se controlada a 27ºC com um fotoperíodo de 16:8h. A 
condutividade foi mantida a 550±50 µS, pH a 7.5±0.5 e saturação de oxigênio 
dissolvido a 95%. Os peixes adultos foram alimentados duas vezes ao dia com dieta 
artificial comercialmente disponível (ZM Granular 400) e artémia.  
2.2. Teste com HS: procedimento experimental 
Utilizou-se HS em solução aquosa de 10% (CAS Number: 7681-52-9) Sigma-Aldrich 
(St. Louis, MO, USA). 
 24 
O teste foi efetuado de acordo com o protocolo da Organização para a Cooperação e 
Desenvolvimento Económico – OECD TG 204 teste de toxicidade crónica para peixe. O 
tempo de duração foi de 14 dias após os quais os organismos foram transferidos para 
meio limpo por mais 7 dias (recuperação), num total de 21 dias (4 réplicas para cada 
grupo) 
Os peixes possuíam idade e comprimentos semelhantes (2 ± 1 cm, 1 ano de idade) e 
foram expostos as concentrações 0, 5, 50 e 500 µg/l de HS em um desenho de teste sem-
estático. Foram usados três aquários com dimensões: 53x26x30 cm, o volume da 
solução de ensaio de 5 L com 16 peixes em cada aquário foram utilizados por 
concentração. As concentrações de ensaio foram preparadas por diluição de um estoque 
de HS em água (pH 7,00±0,5, condutividade 500 ± 50 ms e temperatura de 28,0 ± 2 ºC). 
Durante a experiência, os peixes foram alimentados diariamente com dieta granular 
artificial ZM 400. Doze peixes de cada concentração foram amostrados nos dias 3, 7, 
14, e após o período de recuperação (21 dias). Os peixes foram sacrificados e 
imediatamente fixados em DAVIDSON por 24 horas e foram postos em solução de 
álcool 70% até à data do processamento. 
2.3. Preparação histológica e análise morfológica 
A análise morfológica foi feita através da avaliação histológica do tecido da glândula 
tiroide e gónadas através de foto microscopia do tecido para a medição de parâmetros 
que indicam seu estado de atividade. 
As técnicas de histologia utilizadas nesse estudo foram a coloração de Hematoxilina-
Eosina (HE) e coloração Cleveland–Wolfe (CW). Hematoxilina cora de azul ou violeta 
o núcleo das células, e a eosina cora o citoplasma de cor rosa (Junqueira and Carneiro 
2004). Por outro lado a coloração CW foi utilizada para corar os folículos da tiroide 
(coloide de cor de laranja e tirócitos de roxo ou azul) e as outras células de cor púrpura, 
e assim realizar a medição dos folículos e verificar a atividade da tiroide. Os peixes 
utilizados foram previamente fixados em PFA a 4% durante a noite a 4°C para preservar 
as características morfológicas (Junqueira and Carneiro 2004). 
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A coloração hematoxilina/eosina envolve: 
1) Hidratação dos tecidos, passagem por xilol 2X durante 15min e por uma série de 
álcoois:10min etanol a 100%, 5min etanol a 95%, 5min etanol a 70% e 5min água 
destilada. 
2) Imersão dos tecidos em hematoxilina durante 5min. 
3) Lavagem com água da torneira durante 3min e passagem por água destilada. 
4) Imersão dos tecidos em eosina durante 5min. 
5) Lavagem com água destilada com umas gotas de ácido acético durante 3min e 
passagem por água destilada. 
6) Desidratação por uma série de álcoois: etanol a 70%, 95% e 100% durante 5min. 
7) Imersão em Kclear 2X durante 10min e montagem com DPX. 
A coloração Cleveland – Wolfe implica: 
1) Hidratação dos tecidos passagem 2x 15min por xilol e através por uma série de 
álcoois: 10min em etanol 100%, 5min em etanol 95%, 5min em etanol 70% e 5min em 
água destilada. 
2) Imersão dos tecidos 5min em hematoxilina de Erlich. 
3) Lavagem com água da torneira e depois com água destilada. 
4) Imersão dos tecidos 5min em eritrosina 1% aquosa. 
5) Lavagem com água da torneira e com água destilada. 
6) Imersão durante 8-10 segundos com Orange G (2% em 1% ácido fosfotíngustico). 
7) Lavagem rápida com água destilada. 
8) Imersão com azul de Anilina aquoso (0,25% aquoso, acidificado para pH 3-4) 
durante 1,5min. 
9) Lavagem rápida em etanol a 100% e depois 2x 5min em Kclear. 
10) Montagem com DPX. 
Os peixes foram fixados inteiros nos blocos para facilitar a localização dos folículos da 
tiroide e das gónadas nos cortes. Os cortes foram coronais, os peixes foram novamente 
lavados com água DEPC durante 2 h e logo de seguida colocados em cassetes e 
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embebidas em parafina num processador de tecidos Leica TP1020 que consistiu numa 
passagem por uma série de misturas álcool:etanol a 70% durante 10min, 95% 2X 
durante 30min, 100% 2X durante 1h. Depois passagem por soluções com xilol, xilol: 
etanol (1:1) durante 1h, xilol a 100% 2X durante1h e 1h30min, xilol: parafina (1:1) 
durante 2h e por fim parafina pura durante 2h. Após esse procedimento os blocos foram 
para consola da Miles Scientific (Thermal Console, Dispensing Console e Cryo 
Console, Tisseu-Tek, Miles). 
Efetuaram-se cortes coronais do peixe inteiro com 2µm de espessura com um 
micrótomo Leica RM2125RT, foram separados por cestos para as diferentes colorações 
HeE e CW com 4 indivíduos controlo e 4 indivíduos tratados sujeitos a exposição de 0, 
5, 50 e 500 µg/l de HS. Posteriormente foi colocado em lâminas de vidro, o que permite 
uma melhor aderência dos tecidos às lâminas. De cada bloco de parafina foram feitos 50 
cortes. Procedeu-se a coloração das lâminas, com HE em seguida as lâminas com a 
coloração Cleveland – Wolfe (1932) para fazer as medições. 
2.3.1. Tiroide 
Na tiroide foram medidas a área total dos folículos da tiroide e a altura das células 
epiteliais (tirócitos) em um total de 20 folículos por peixe (Figura 10). As medições 
foram feitas em quatro células dentro em cada folículo num ângulo de 90° uma da outra. 
Em seguida foram calculadas as médias. 
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Figura 10 - Esquema representativo de um folículo da glândula tiroide. Ilustração da medição da 
área total do folículo e da altura de um tirócito (segundo Rita Bicho). 
2.3.2. Gônadas masculinas 
Neste trabalho foram medidos nas gónadas masculinas a área do lúmen dos túbulos 
seminíferos, o diâmetro e a altura da franja espermatogénica (30 túbulos por indivíduo) 
medidos sempre do lado direito (Figura 11), foram analisadas as médias para verificar 
os efeitos, nos túbulos seminíferos que contém as células germinativas em fases de 
crescimento na espermatogénese (células de Sertoli (Cl), células de Leydig(Cl), 
espermatogónia (Sg) tipo l, espermatogónia (Sg) tipo ll, espermatócito (Sc), espermátide 





Figura 11 - Esquema representativo da medição do túbulo seminífero. Medição da área total do 
lúmen do diâmetro e da altura (lado direito) da franja espermatogénica. 
2.3.3. Gônadas femininas 
Nas gónadas femininas a quantificação dos estágios de desenvolvimento das células foi 
feita através do método de contagem, foram estudados 6 estágios: (ovogónia (Oo), 
cromatina do ovócito (Co), ovócito perinuclear (Op), oócitos corticais-alveolares (Cao), 
início dos ovócitos vitelogénicos (Ov), maturação final dos ovócitos vitelogénicos 
(Mo), ovócitoovulado (OO), Ovócito atrésico (Ao), e tecido conjuntivo. As diferenças 
de estágios consideradas durante a oogénese, foram distinguidas com base em critérios 
morfológicos seguindo o protocolo da OECD para  D. rerio (Johnson et al. 2009). 
Foram tiradas 15 a 20 fotografias; uma fotografia de uma seção separada e de uma área 
selecionada na seção (3 a 5 fotografias para cada espécime), em que número de células 
foi contado por área, 27 perfis por área (Gundersen et al. 1998), contendo de 100 a 200 
células por indivíduo, divididas através de quadrantes (estes ainda divididos por 72 
pontos) assumindo deste modo regras de contagem em que as células contadas não 
foram afetadas pela forma, pelo tamanho, pela orientação e pela distribuição e desse 
modo foi possível fazer a contagem e abranger toda área da gônada e estágios de 












Figura 12 - Representação da contagem das células da gônada das fêmeas com a utilização de 
quadrantes. Observação com ampliação de 400x e coloração HeE. 
Cada fotografia foi analisada utilizando o programa ImageJ. Para análise de imagem, 
utilizou-se a malha de pontos sobreposta em cada fotografia. Em cada partícula de 
interesse, células, núcleos e nucléolos foram contados quando se encontrava 
completamente dentro do quadro de contagem, quando tocavam os pontos ou quando 
tocavam a linha de aceite (linha verde), sem tocar na linha de rejeição (linha vermelha). 
A distância da borda foi de 2 centímetros. Quando a célula tinha dimensões maiores e 
cruzava o quadro de contagem, apenas era consideradas se estivesse no quadro 3, 
porque na junção de quadros as partículas deste quadro não tocam nenhuma linha de 
exclusão, excluindo a possibilidade das células serem contadas duas vezes. Foi possível 
avaliar diferenças no número de células nas sucessivas etapas do desenvolvimento do 
ciclo (ovogónia, cromatina do ovócito, ovócito perinuclear, oócitos corticais alveolares, 
ovócitos vitelogénicos, maturação final dos ovócitos vitelogénicos) mediante a 
diferença no número de pontos contendo as fases de maturação, deste modo foi feita a 
contagem das células das gónadas das fêmeas. Para as fêmeas foi postulado que o HS 
causaria efeito no desenvolvimento das células (atraso), apresentando diferenças a partir 
dos parâmetros testados, a hipótese alternativa por sua vez foi postulada que não 
ocorreria diferenças nos estágios (ST1 a ST6). Assim sendo as variáveis dependentes 
foram os valores contendo as células nos diferentes estágios, (ovogónia, cromatina do 
ovócito, ovócito perinuclear, oócitos corticais alveolares, ovócitos vitelogénicos, 
maturação final dos ovócitos vitelogénicos) e as variáveis independentes o tratamento e 
o dia, para verificar se realmente o HS, interfere ou influencia no desenvolvimento das 




Para executar as mediçõesda tiroide e gônada masculina e femininas as imagens foram 
obtidas através de um microscópio (Olimpos U-PMTVC) acoplado a uma câmara digital 
(Olympus DP 11), e posteriormente medidas através de um programa de manipulação 
de imagem (Image J). 
2.4. Análise estatística 
A análise estatística foi utilizada para determinar efeitos significativos nos tratamentos 
com HS, utilizando as médias das pseudoréplicas de cada grupo. As análises foram 
efetuadas através do SigmaPlot 11.0. Após verificação da normalidade e 
homogeneidade de variância dos valores médios medidos para cada indivíduo procedeu-
se à analise de variância (ANOVA) uni (efeito do tratamento nos tubos seminíferos) ou 
bifatorial (efeito do tratamento x dia nos tirócitos). O teste de Student-Newman-Keuls 
foi utilizado para comparação dos tratamentos nas situações em que se observaram 
efeitos significativos associados aos tratamentos. A comparação dos estádios de 
maturação entre os diferentes tratamentos para os diferentes momentos de amostragem 
foram testados através to teste do Qui-quadrado. Não foram efetuadas comparações 
entre sexos no caso da tiroide pois os dois sexos encontravam-se distribuídos de forma 
não equilibrada entre tratamentos (não é possível saber o sexo dos indivíduos com 
exatidão no início do teste). O nível de significância utilizado em todos os testes 
estatísticos foi de 5%. 
3. RESULTADOS 
3.1. Tiroide 
Através da medição da área folicular e altura dos tirócitos, observou-se uma possível 
alteração do estado de atividade da glândula tiroide. As lâminas analisadas do tecido da 
tiroide de indivíduos sujeitos a exposição de 0, 5, 50,500 µg/l  NaOCl foram 
minuciosamente observadas. Os folículos eram pequenos, todos apresentaram muito 
coloide, alguns com vacúolos, houve ainda folículos vazios.  
Em relação a altura dos tirócitos, a ANOVA (Tabela III) indicou que houve diferenças 
significativas entre os tratamentos, entre os dias de amostragem e ainda interação entre 
tratamento e dia (p<0,001). No grupo controlo, houve um aumento da altura dos 
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tirócitos que corresponderá ao desenvolvimento normal das células ao longo do tempo 
(Figura 13). Nos dias 7 e 14, não se verificaram diferenças significativas na altura dos 
tirócitos. No dia 21 a altura dos tirócitos dos peixes expostos a 0 e 5 µg/l era superior às 
dos peixes expostos a 50 e 500 µg/l, observando-se redução do epitélio dos folículos 
(Tabela III) uma alteração da forma das células e altura dos tirócitos, sem alteração da 
área: as células que são originalmente cubóides, adquiriram uma forma mais prismática 
(Tabela III). 
Em relação a área total dos folículos (Figura 15), não houve diferenças significativas, 





















Figura 13 -  A figura indica a média e intervalo de confiança a 95% da medição da atividade da 
tiroide em D. rerio. Medição da altura dos tirócitos dos folículos de secções da 
tiroide dos indivíduos sujeitos a 0, 5, 50 500 µg/l de HS (n=20 para cada grupo 
controle e tratamentos). Símbolos a cheio - Período de exposição; Símbolos em 






Figura 14 - Foto micrografia de corte histológico do tecido da tiroide de D. rerio. A corte 
histológico do folículo de peixe controlo no dia 21; B deformação do epitélio de 
peixes expostos a 50 µg/l , dia 21; C corte histológico do folículo de peixe controlo 
no dia 21; D deformação do epitélio do folículo e aumento na altura dos tirócitos 

























Figura 15 – A figura indica a média e intervalo de confiança a 95% da medição da atividade da 
tiroide em D. rerio. Medição da área dos folículos de secções da tiroide dos 
indivíduos expostos a 0, 5, 50 500 µg/l  de HS expostos a 14 dias com 7 d para 
recuperação n=20 para cada grupo controle e tratamentos. Símbolos a cheio - 
Período de exposição; Símbolos em branco - Período pós-exposição. 
 
Tabela III - ANOVA bifatorial do efeito da concentração de HS na altura e área dos tirócitos de 
D. rerio (após transformação pela raiz quadrada). 
Variável Fator F Gl p 
Altura 
Tratamento 10,652 3, 130 <0,001 
Dia 16,247 3, 130 <0,001 
Tratamento x dia 6,397 9, 130 <0,001 
Área 
Tratamento   0,447 3, 130 0,720 
Dia   0,387 3, 130 0,763 





3.2. Gónadas masculinas 
A análise histológica das gónadas masculinas, dos grupos expostos as diferentes 
concentrações de HS, revelou que não houve diferenças significativas na análise dos 
parâmetros diâmetro do túbulo seminífero, área do lúmen e altura da franja 
espermatogénica, quer entre concentrações ou dias de amostragem (Tabela IV) (dados 
não mostrados).  
Tabela IV –ANOVA unifatorial para a altura e área dos túbulos seminíferos e altura da franja de 
machos de D. rerio após exposição a diferentes concentrações de NaOCl. 
Parâmetro F Gl P 
Área do lúmen 0,798 11, 28 0,641 
Diâmetro 2,069 11, 28 0,059 





Figura 16 - Fotomicrográfica de um corte histológico de gónada de macho da espécie D. rerio 
do grupo controlo. Túbulo seminífero; Espermatogónia (EP), espermatócito 
primário (ESP), espermatócito secundário (ESS), espermátide (ESM). Observação 
com ampliação de 400x e coloração H.E 
3.3. Gónadas femininas 
Nas gónadas femininas, analisadas histologicamente, foram caracterizadas as oito fases 
de desenvolvimento dos folículos ováricos (ovogénese) para D. rerio, já descritas na 
Tabela II. Folículos atrésicos e folículos vazios não foram considerados com fase de 
desenvolvimento nas contagens, portanto foram consideradas como estruturas 
provenientes do referido processo. O teste do Qui-quadrado (Tabela V) indicou a 
existência de uma dependência significativa (p<0,001) entre o tratamento e o período 
das observações, com atraso nos estágios de desenvolvimento entre os tratamentos nos 
diferentes dias, com exceção do primeiro estágio (oogónias) (Figura 18, A) 
correspondendo à fase inicial de maturação dos oócitos. O número de células nos 
diferentes estágios de maturação é dependente dos tratamentos, indicando um efeito do  
HS nas gónadas femininas (Figura 18, B). Nos dias 3, 7 e 14 há uma maior proporção 
de células com níveis de desenvolvimento superiores (Oca, Ov1, Ov 2 e células 
maduras) nas concentrações 0 e 5 mg /L em relação às concentrações mais altas. Estas 
diferenças já não são tão notórias aos 21 dias (Figura 17). Todos os cortes histológicos 





organização da gônada, afinidade por corantes e morfologia das células. (Figura 18, C). 
Os folículos observados estavam sempre preenchidos por ovócitos (Figura 18). 
 
Figura 17- Distribuição relativa, ao longo do tempo, dos diferentes estádios de maturação das 
células ovocitárias em função da concentração de HS a que as fêmeas de D. rerio 
estiveram expostas. 
 
Tabela V - Comparação do efeitos dos tratamentos nos estágios de desenvolvimento dos oócitos 
de D. rerio expostos as diferentes concentrações de NaOCl. (Oo - Oogonia;On - 
Oócito nucleolar; Op - Oócitos perinucleolares; Oca - Oócitos cortical alveolar; 
Ov1 - Oócitos vitelogénicos 1; Ov2 - Oócitos vitelogénicos 2;S –significativo; NS - 
não significativo). 
 (Oo) (On) (Op) (Oca) (Ov1) (Ov2) Global 
χ2 19,385 53,339 13,411 38,726 81,288 81,173 287,322 
GL 15 15 15 15 15 15 90 
p 0,196 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 







Figura 18 - Fotomicrográfica de corte histológico de gônada de fêmea da espécie D. rerio do 
grupo controlo A e C, 3 dias  0 µg/l  e tratados B, 21 dias 50 µg/l HS e D 21 dias 
(pós-exposição) 500 µg/l  HS. Fases de maturação das gónadas II, III, IV e V (FII, 
FIII, FIV, FV, respectivamente), núcleos (N), vesículas citoplasmáticas (vs), 
grânulos de vitelo (gr), células foliculares (↑), membrana vitelina (★). Observação 






O HS é um produto de desinfecção e branqueamento, está entre um dos mais utilizados 
no mundo. A presença de compostos destes no ambiente aquático conduz a exposição 
crónica de peixes,quese apresentam como alvos sensíveis (Holbech et al. 2012; Janssen 
et al. 1997; Routledge et al. 1998). O HS não está listado pelas autoridades como uma 
substância causadora de disrupção endócrina, no entanto há suspeitas nesse sentido; 
assim há necessidade de desenvolver ensaios para elucidar este possível mecanismo de 
ação (www.pesticideinfo.org) (Holbech et al. 2012). 
Existem numerosos dados de toxicidade de produtos de desinfecção contendo cloro, 
muitos dos quais têm sido relatados como causadores de disrupção na tiroide. O HS 
possivelmente pode ser um disruptor endócrino podendo afectar organismos aquáticos e 
mamíferos (www.pesticideinfo.org). Alguns estudos com compostos clorados 
mostraram que concentrações subletais de HS afetam o comportamento do peixe-zebra, 
alterando a velocidade de natação que tende a aumentar com a concentração 
(Nimkerdphol and Nakagawa 2008; Verma et al. 2007). Também um estudo feito com 
juvenis de Solea senegalensis demonstraram a toxicidade do HS, nos tecidos das 
brânquias com diversas patologias (López-Galindo et al. 2010). 
Apesar das diferenças anatômicas entre peixes e mamíferos, o eixo hipotálamo-
pituitária-tiroide está também presente no D. rerio permitindo o estudo, neste modelo, 
de aspectos diretamente relacionados com o efeito de substâncias tóxicas nos níveis das 
hormonas, por exemplo, na histologia e síntese dos hormonas na tiroide (Jugan et al. 
2010). Estudos com tilápia exposta a 1 mg/l após eclosão e uma exposição contínua de 
0,01 mg/l HS durante 21 dias revelaram uma redução nos níveis de circulação da 
hormona T4 e efeitos na atividade da tiroide (Bicho 2009; Jugan et al. 2010). Estudos 
efetuados em vários vertebrados aquáticos expostos ao cloro mostram que exposições 
prolongadas a concentrações ambientalmente relevantes, afetam os folículos da tiroide 
(Mukhi and Patiño 2007). 
No presente estudo o HS afetou as células dos folículos da tiroide com uma alteração na 
forma, sem que a área das mesmas tenha sofrido alteração. Os resultados mostram uma 
alteração nos folículos da tiroide, por outro lado, indicam uma diminuição da atividade 
da tiroide, sem alterar o volume dos folículos, ou seja, um aumento na altura das células 
 39 
do epitélio da tiroide, sem alteração da área.Os parâmetros área e altura tem relação 
direta com o nível de atividade e da hormona de estimulação da tiroide (TSH), de modo 
que a produção das hormonas da tiroide é alterada (McNabb et al. 2004). Os níveis de 
T4 no sangue baixos estimulam o hipotálamo para produzir hormona libertadora da 
tirotropina (TRH), que então estimula a pituitária para produzir a hormona estimulante 
da tiroide (TSH), que por sua vez, estimula a síntese de TSH, com um consequente 
aumento das hormonas para a circulação capilar (Takashima and Hibiya 1995). 
As concentrações de hormona da tiroide em circulação representam apenas um 
componente do controle no eixo HPT de vários níveis metabólicos do tecido alvo 
(Abbas et al. 2012; Hadley 2000). Por conseguinte, quando há redução das HT na 
circulação, há também a resposta do HPT, induzindo a um aumento na TSH resultando 
em um estado de hipotrofia. O contrário também ocorre, quando as hormonas da tiroide 
encontram-se em quantidades elevadas na circulação resulta numa diminuição da 
produção de TRH com baixa secreção de TSH que diminui, são sinais do processo 
chamado feedback negativo, sendo causa de hipertrofia (Bicho 2009; Capen 2001; 
Hadley 2000). Algumas dessas respostas no HPT são conhecidas por ocorrer em 
mamíferos com deficiência de iodo (Delange and Ermans 1996). Pode-se dizer que o 
estado hipotrófico das células dos folículos da tiroide (tirócitos) evidenciado neste 
estudo deu-se por causa da grande quantidade de hormonas na circulação, e da baixa 
produção de TSH verificado através da grande quantidade de colóide dentro do lúmen 
dos folículos, confirmando o estado não ativo da tiroide e confirmando que o HS causa 
efeitos idênticos aos reportados em estudos com tilápia moçambicana (Bicho 2009). 
Durante o período de exposição não se observaram diferenças significativas entre os 
tratamentos relativamente aos parâmetros da tiroide. Contudo, no dia 21(7 dias após a 
exposição) para os tratamentos de 50 e 500 µg/l  de HS os tirócitos apresentaram uma 
diminuição da altura das células, sem alteração da área, com alterações na forma das 
células. Este facto poderá estar associado a uma alteração da atividade da tiroide (Strete 
1995), uma vez que as células foliculares variam em tamanho e forma, de acordo com a 
atividade da glândula (Abbas et al. 2012; Volkoff et al. 1999). Estudos efetuados em 
alevins de Solea senegalensis mostraram que células epiteliais colunares contendo 
pouco colóide e com vacúolos com espaços refletem uma elevada atividade deste órgão 
(Delgado et al. 2006). Os efeitos observados nas células da tiroide, 7 dias após a fase de 
exposição, poderão ser devidos à ação retardada do tóxico sobre as células da 
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tiroideuma vez que o período de exposição de 14 dias não foi suficiente para evidenciar 
estes efeitos. Os efeitos observados estão de acordo com os resultados de estudos 
efetuados com adultos de D. rerio expostos a 0, 10 e 100 mg / L de perclorato, durante 6 
semanas, em que este demonstrou ser um disruptor da funções da tiroide em peixe-zebra 
adulto. Isto deve-se a que a exposição prolongada de adultos de peixe zebra ao 
perclorato interrompe o funcionamento do eixo HPT e prejudica o desenvolvimento 
reprodutivo destes organismos (Mukhi and Patiño 2007). 
Os efeitos foram evidentes para os dias 3, 7,14 houve maior proporção de células nos 
estádios finais de desenvolvimento (Oca, Ov1, Ov 2 e células maduras) com uma maior 
proporção de células com níveis de desenvolvimento superiores nas concentrações 0 e 5 
mg /L em relação às concentrações mais altas. Estas diferenças já não são tão evidentes  
aos 21 dias (Figura 17) com recuperação dos efeitos do HS mesmo com a transferência 
dos peixes para o meio limpo, acredita-se que esses efeitos ao contrário da tiroide,   
sejam decorrentes de uma bioacumulação do tóxico ao longo do tempo desenvolveram 
todos os estágios de maturação e mesmo com o período de 7 dias para recuperação  não 
ovularam demonstrando os efeitos irreversíveis causados pela substância. Entre os 
grupos o estágio inicial de maturação correspondendo as oogónias referente ao 
tratamento 0 µg/l  de HS foi dependente do tratamento indicando efeito nas gónadas 
femininas.  
Muitos produtos químicos já foram considerados perturbadores do sistema endócrino, 
resultando em problemas de desenvolvimento e na reprodução (Harries et al. 2011). O 
HS é liberado no ambiente, acidental e intencionalmente, e a sua toxicidade foi descrita 
em embriões e adultos de D. rerio(Yosha and Cohen 1979), tendo-se revelado tóxico 
noutros organismos durante o período reprodutivo (Holbech et al. 2012). Não há 
estudos demonstrando os efeitos da toxicidade do HS nas gónadas de D. rerio. 
Neste estudo o efeito do HS foi evidente nas gónadas das fêmeas. As gónadas femininas 
apresentaram alterações ao nível dos estágios de desenvolvimento embrionário em 
associação com a concentração de HS a que as fêmeas estiveram expostas.Os efeitos 
foram evidentes para os dias 3, 7, 14 onde houve menor proporção de células nos 
estádios finais de desenvolvimento (Oca, Ov1, Ov 2 e células maduras) com o aumento 
da concentração. Estas diferenças já não são tão evidentes no dia 21 onde, mesmo na 
concentração mais elevadas já se observam todos os tipos de células. 
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Um estudo feito em teleósteos mostram que o sucesso reprodutivo envolve uma 
interação entre as respostas comportamentais e fisiológicas que são controladas pelo 
eixo hipotálamo-hipófise-gonadal (HHG) e qualquer substância química que interfira 
com o controlo desses processos, em qualquer nível na hierarquia, é susceptível de 
afetar desempenho reprodutivo (Harries et al. 2011). Efeitos de disrupção endócrina em 
peixes incluem fertilidade reduzida e efeitos sobre o desenvolvimento das gónadas 
(Andersen et al. 2012). O atraso no desenvolvimento das gónadas pode estar 
relacionado com o nível de atividade da hormona de estimulação (GnRH) para secreção 
de GTH II (Okuzawa et al. 2003) importante para a maturação final dos ovócitos 
(Redding and Patiño 1993), e dopamina semelhante à hormona luteinizante (LH) em 
mamíferos (Redding and Patiño 1993). Quando há um aumento das hormonas gonadais 
no plasma, elas exercem um efeito inibitório sobre a liberação das GnRH, de maneira 
que haja oscilação. O oposto também ocorre, com a redução de hormonas gonadais no 
plasma há um aumento na produção de GnRH (Baldisserotto 2002; Redding and Patiño 
1993). O GnRH estimula a liberação das gonadotrofinas pela hipófise enquanto que a 
dopamina inibe a libertação dessas gonadotrofinas, inibindo o efeito estimulante do 
GnRH, ocorre um aumento considerável do GTH II na corrente sanguínea, estimulada 
pela hormona libertadora de gonadotropinas (GnRH), desse modo estimulando a 
maturação das gónadas, síntese e libertação de hormonas indutoras da maturação final e 
ovulação. 
O atraso na maturação das gónadaspode ser o resultado de um efeito direto do HS sobre 
as gónadas ou resultar da ação indireta sobre outro componente do eixo hipotálamo-
hipófise-gonadal. 
No presente estudo não houve resultados significativos nas gónadas masculinas. De 
acordo com outros estudos a exposição de compostos clorados mostrou não exercer 
qualquer efeito perceptível sobre a histologia do testículo (Leino et al. 2005), apesar de 
os níveis de testosterona no plasma terem diminuído significativamente. Isto significa 
que as diferentes concentrações de HS utilizadas não causaram alterações nas células de 




Estudos que investigam os efeitos causados na tiroide e no sistema reprodutivo de peixes e em 
outras espécies de animais são de grande importância para determinar o potencial de risco de 
um disruptor endócrino, avaliando efeitos no funcionamento (fisiologia), morfologia e as 
anomalias na glândula tiroide e na reprodução. Os resultados deste estudoindicam quea 
exposição ao HS:  
-provoca efeitos nas células foliculares da tiroide (tirócitos) de D. rerio, nomeadamente, 
alterações na altura das células sugerindoalterações funcionais na atividade da tiroide 
indicativas de uma potencial disrupção endócrina causada pelo HS; 
- provoca atrasos na maturação e desenvolvimentos dos oócitos, seja como resultado da ação 
direta do HS sobre os ovários seja como resultado de efeito sobre outros componentes do eixo 
hipotálamo-pituitária-gonadal. 
Além disso, análise histológica revelou-se uma ferramenta útil para detectar disrupção 
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